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La prSsente invention est relative & un precede de production indus- 
tries d'ARN. 

La pr6sente invention est 6ga1ement relative & un systfcme utile pour 
la production industrielle d'ARN. 
5 II existe en effet un besoin de production en grandes quantit6s 

d'ARN, dans Pindustrie pharmaceutique pour la production de medicaments (ARN 
dMnterftrence, essentiellement) ainsi que pour la recherche sur les ARNs (cristallisa- 
tion, RMN, complexes). II existe egalement un besoin pour P6tude de Peffet de Parr6t 
de Pexpression d'un gfene donne sur la cellule (ARN d' interference etc.). 
10 Pour ce qui concerne, par exemple les mdthodes habituellement 

utilis^es pour la production d'ARN, il s'agit notamment de reactions de transcription 
in vitro ou de synthase chimique. 

Les r6actions de transcription in vitro mettent en oeuvre des ARN 
polymerases de bacteriophage (SP6, 17 ou T3). Le rendement de ces reactions de 
15 synthase et les quantit6s de produit obtenu est en general limite, notamment en raison 
de facteurs limitants, telles que les concentrations en nucleotides (effet inhibiteur de: 
concentrations en nucleotides > 8 mM, par exemple), les concentrations des differents.. 
elements constituant le milieu r6actionnel et notamment la concentration en ions | 
Mg 44 . De manifere generate, il est admis que les concentrations en magnesium doivent 
20 6tre en excfcs dans les reactions de transcription in vitro. L'utilisation de pyrophos- 
phatase, en association avec les ions Mg 44 a 6galement ete propos6e et est consider 
comme ameiiorant le rendement de la reaction de transcription. 

Une autre complication rencontre dans la synthase in vitro de poly- 
nucleotides est Pinhibition des polymerases de phages a des concentrations en ions 
25 relativement faibles. 

Pour eviter ces differents inconvenients, Putilisation de milieux 
reactionnels ameiiores a 6t6 proposee dans le Brevet US 5,256,555, qui decrit 
Putilisation d*un milieu reactionnel comprenant des concentrations totales molaires 
eievees en nucleotides (entre 12 mM et 40 mM), qui etaient prec6demment conside- 
30 r6es comme des concentrations inhibitrices, une quantite molaire efficace de Mg 44 , qui 
est sous-saturante eu egard aux concentrations totales molaires en nucleotides, de la 
pyrophosphatase et des Mg^-nucieotides ou des Tris-nucieotides. 
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Malgre les differentes ameliorations proposees, la transcription in 
vitro pour produire des ARN, presente les inconvenients suivants : 

- induction de reactions parasites (activite N+l) qui augmentent 
Pheterogeneite des produits de transcription et necessitent une purification poussee de 
TARN ; 

- limitation quant a la quantite et a la taille de 1'ARN synthdtise ; 

- cout de production relativement elev6. 

La Demanderesse s'est en consequence donn6 pour but de pourvoir 
a un proc6de de production d'ARN qui ne presente pas les inconv6nients des precedes 
habituellement utilises et qui reponde ainsi mieux aux besoins de la pratique, en ce 
qu'il permet de synthetiser n'importe quel ARN d'int6ret en grandes quantites ou avec 
un rendement elev6 et a un cout significativement inferieur a celui obtenu avec les 
m6thode in vitro de Tart anterieur. 

La presente invention a pour objet un proc6d6 de production de 
modules d'ARN, lequel precede est caracterise en ce qu'il comprend au moins les 
Stapes suivantes : 

(1) la transformation de cellules de levure, notamment de S. cerevi- 
siae, depourvues d'ADN mitochondrial (cellules rho°) avec un vecteur de transcrip- 
tion mitochondriale comprenant 1'ADN codant 1'ARN d'interet, des Elements regula- 
teurs de la transcription mitochondriale, de la maturation des ARN et de leur stability 
et un gene rapporteur de la transformation mitochondriale ou un fragment dudit gene 
rapporteur; le precede selon Invention permet ainsi la transcription de toute 
sequence d'ADN quelle que soit son origine intra ou inter-specifique (y compris des 
ADNs d'origine mitochondriale ou chloroplastique), ainsi que des sequences d'ADN 
synthStique n'existant pas dans la nature; on obtient ainsi un transforms mito- 
chondrial ou une souche rho" synthetique. 

(2) 1'identification des transformants mitochondriaux de levure ayant 
incorpore 1'ADN d'interet, 

(3) la culture des transformants mitochondriaux de Ievures selection- 
n6es a l'etape (2), de preference jusqu'en milieu de phase exponentielle de croissance, 

(4) 1'isolement des mitochondries, a partir des transformants 
mitochondriaux de levure oNenues a l eiape {?,) et 
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(5) l'extraction et la purification de I'ARN d'interet obtenu, a partir 

dcsdites mitochondries. 

Dans les conditions du precede selon 1' invention, l'ARN obtenu est 

stable. 

5 Definitions (voir figures 2 4 4) 

- Souches rho + : dans ces souches, PADN mitochondrial est integre 
ct fonctionnel ; elles incluent aussi bien des souches sauvages que des souches 
mutantes, telles que les souches rho* mit* (figure 2). 

- Mutants rho° : mutants qui ont perdu totalement leur ADN mito- 
10 chondrial, ce qui conduit a une perte de croissance respiratoire de la levure mais a une 

persistance de la croissance fermentaire. En effet, certains genes mitochondriaux 
codent pour des sous-unites essentielles de la chaine respiratoire, et le reste pour le 
systeme de traduction proteique de la mitochondrie. II n'y a done plus du tout de 
proteines cod6es par le g6nome mitochondrial dans une souche rho 0 (figure 2). 
15 . Mutants rho" : dans ce type de mutant, 1'ADN mitochondrial a subi 

de larges delations (>50%) rendant celui-ci non fonctionnel. L'ADN mitochondrial 
conserve est repete bout a bout pour reconstituer une molecule de taille equivalcnte a 
une molecule d'ADN mitochondrial rho + . Cependant dans toute souche rho', des ele- 
ments du systeme de synthese proteique mitochondriale sont perdus (car repartis tout 
20 au long du gdnome mitochondrial) mais 1'ADN mitochondrial restant peut toujours 
etre transcrit en ARN (seulement ddpendant de facteurs nucleaires) (figure 2). 

La mutation rho' conduit done a une absence de toutes les proteines 
cod6es par 1'ADN mitochondrial, comme une souche rho 0 . Le phenotype decrit 
comme petite colonie correspond done autant a une rho' qu'a une rho 0 . 
25 - Souche rho' synthetique : e'est une souche initialement rho 0 dans 

laquelle on a artificiellerhent fait entrer de 1'ADN dans les mitochondries (grace a une 
technique de bombardement (bidlistique). On utilise une propriet6 des levures qui est 
de pouvoir repliquer et maintenir n'importe quel fragment d'ADN circulaire dans ses 
mitochondries en l'absence d'ADN mitochondrial (un vecteur bacterien par exemple). 
30 Le fragment introduit est alors r6p6t6 bout a bout plusieurs fois pour reconstituer une 
molecule d'ADN de taille equivalente a une mol6cule d'ADN mitochondrial rho*. 
Dans les mitochondries de telles cellules, une sequence d'ADN quelconque inseree 
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entrc des sequences permettant la transcription mitochondrial pourra effectivement 
etre transcrite. Par contre, la traduction ne pourra se faire car les elements necessaires, 
normalement presents dans I'ADN mitochondrial, sont ici absents. C'est done pour 
ces propriety proches de celles de cellules rho (naturelles) que de telles cellules ont 
ete appelees par analogie rho' synth&iques (figure 4). 

- Mutants mit" : mutants qui comprennent une mutation dans I'ADN 
mitochondrial qui affecte specifiquement la fonction respiratoire (mutants localises 
dans Tun des divers genes des sous-unites mitochondriales des complexes respira- 
toires) mais qui n'affecte pas la fonction de traduction proteique des mitochondries. 

- Transformants mitochondriaux : ils sont obtenus directement apres 
un bombardement des cellules (biolistique). Si on bombarde des rho\ les transfor- 
mants mitochondriaux sont des rho synthetiques. Tout vecteur peut etre utilise pour 
les bombardements, mais si on veut identifier facilement les transformants mitochon- 
driaux, il faut un gene mitochondrial marqueur (ou partie). 

- Recombinants mitochondriaux : ils sont obtenus par recombinaison 
homologue apres mise en presence de la souche rho synthetique et de cellules rho*. 

- Marqueur d'auxotrophie : mutation dans un gene connu de la voie 
de biosynthese ou d'utilisation d'un acide amine, d'un nucleotide, d'un substrat 
carbon6, etc ... 

20 De maniere surprenante, le procede selon 1'invention : 

- est facilement industrialisable (utilisation de fermenteurs 

classiques) et 

- permet effectivement d'obtenir 1'ARN d'interSt en quantity 
importantes, pour un faible cout, apres une purification ais6e a mettre en place. 

25 En outre, il pr6sente les avantages suivants : 

- le fait qu'il inclue une synthese in vivo, dans des levures, de 1'ARN 
d'interet, lui permet de beneficier de tous les contr61es de qualit6 cellulaire, notam- 
ment une grande fidelite de transcription, minimisant considerablement les risques 
d'erreur d 'incorporation (par plusieurs ordres de grandeur par rapport aux P roced6s 

30 existants), 

- les couts de fabrication sont essentiellement independants de la 
longueur de 1'ARN et de la quanfite d'ARN produite. En effcJ. une h rouche 
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productrice de 1'ARN d'interet construite, les couts de production seront essentielle- 
ment, constitute par 1'achat de reactifs peu onereux (milieux de culture et produits 
pour la purification de TARN), alors que les procedes de 1'Art anterieur utilisent des 
rdactifs tres onereux (nucleotides, kits enzymatiques) en grandes quantitds. 
5 Un tel procede constitue done une alternative particulierement 

avantageuse aux procedes de production d'ARN in vitro, selon Tart anterieur. 

En effet, la leVure est un h6te de choix, dans le proc6d6 selon la 
presente invention, car il n'y a pas d'editing dans ses mitochondries ; en conse- 
quence, les molecules d'ARN produites ne seront done pas modifies post-transcrip- 
10 tionnellement, mfeme si elles sont produites in vivo. 

Dans l'6tat de la technique, les transformations genetiques mito- 
chondriales chez 5". cerevisiae visent a exprimer des protdines marqueurs, mais aussi a 
introduire dans l'ADN mitochondrial des mutations cre6es in vitro auparavant sur la 
sequence correspondante clonee ; e'est la premiere fois qu'il est montrd que des 
1 5 cellules de levure depourvues d'ADN mitochondrial (cellules rho°), peuvent Stre utili- 
ses pour la production industrielle in vivo d'ARN d'int6r€t. 

Par exemple l'article de N. Bonnefoy et al. (Meth. Enzymol., 2001, 
150, 97-111) rdsume les propri6t6s et les caractdristiques g6n6tiques mitochondriales 
de S. cerevisiae et notamment les phenotypes associes a 1'expression des genes mito- 
20 chondriaux, la replication de l'ADN mitochondrial, la recombinaison et la s6gr6gation 
de l'ADN mitochondrial. En outre, cet article etudie la procedure de transformation de 
levures via leur bombardement a l'aide d'ADN exogene adsorbd sur des particules. Dc 
maniere plus pr6cise, le systeme expos6 dans cet article met en ceuvre une sequence 
d'inter6t qui est de l'ADN mitochondrial et qui comporte le gene marqueur. 
25 Contrairement a ce qui est expose dans cet article, 1' invention met en 

ceuvre des cellules rho" synthdtiques construites a partir de cellules rho°, aptes 4 
produire un ARN d'interet pr6s61ectionne. Dans l'invention, d'une part, la sequence 
d'int6ret n'a generalement aucun rapport avec de l'ADN mitochondrial, et d'autre part 
le marqueur est une sequence mitochondriale, par exemple, le gfene COX2, qui permet 
30 d'identifier les transformants mitochondriaux (« marker rescue ») (figure 3). 
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Selon un premier mode de mise en ceuvre avantageux du precede 
selon Invention, prealablement a J'etape (1), ledit ADN codant 1'ARN d'interet est 
amplifie pour etre clone dans ledit vecteur de transcription mitochondriale. 

Conformement a Invention, 1'ADN codant 1'ARN d'interet pent 
6tre amplifie par PCR. Dans un tel cas, Ies amorces oligonucleotides sont etablics 
de la maniere suivante : 1 'oligonucleotide PI est complementaire de la region 5' dc 
PADN d'interet adjacente au +1 de la transcription. II comprend un site de restriction 
permettant le clonage de 1'ADN amplifie dans le vecteur de transformation et even- 
tuellement un site facilitant la purification de 1'ARN d'interet. Le site de restriction 
peut 6tre clivable et peut etre soit sur le plasmide soit sur les amorces, 
^oligonucleotide P2 est, lui, complementaire de la region 3' de 1'ADN d'interet adja- 
cente au stop de la transcription. La aussi, 1 'oligonucleotide comprend un site dc 
restriction pour le clonage de 1'ADN amplifie et eventuellement des sequences 
permettant une purification plus ou moins poussee de 1'ARN d'interet. Ces sequences 
ne sont pas forcement dans 1 'oligonucleotide mais peuvent aussi se trouver sur le 
plasmide. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit precede, 
les elements regulateurs de la transcription mitochondriale, de la maturation des ARN 
et de leur stabilite contenus dans le vecteur de transcription mitochondriale sont 
20 avantageusement une unite de transcription. 

On peut citer notamment les sequences signal d'expression de Cox2 
et de Coxl. Les sequences des autres genes mitochondriaux peuvent egalement 6trc 
utilisees. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du proc6de selon 
1'invention, le gene rapporteur de la transformation mitochondriale est avantageuse- 
ment un gene codant pour 1'une des proteines de la chaihe respiratoire de levurc 
[genes de 1'apocytochrome b et des sous-unit6s I, II et Hr de la cytochrome-oxydase 
(COX)] ou un gene mitochondrial de I 'ATP synthase. 

De maniere preferde, le vecteur utilise est un vecteur d'originc 
bacterienne, par exemple P UC18, comprenant un gene rapporteur de la transformation 
m,tochondriale ou un fragment de celui-ci (COX2, par exemple). Conformement a 
1'invention. lorsqu'un tel vecteur est mis on ceuvre. :? euls deu;: AlUh font 
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Selon un premier mode de mise en oeuvre avantageux du proc6d6 selon 
1'invention, prealablement a l'etape (1), ledit ADN codant l'ARN d'interet est 
amplifie pour 6tre clone dans ledit vecteur de transcription mitochondriale. 

Conformement a 1'invention, 1* ADN codant l'ARN d'interet peut etre 
5 amplifie par PCR. Dans un tel cas, les amorces oligonucleotidiques sont etablies de la 
maniere suivante : 1'oligonucleotide PI est complementaire de la region 5' de l'ADN 
d'interet adjacente au +1 de la transcription. II comprend un site de restriction perraet- 
tant le clonage de l'ADN amplifi6 dans le vecteur de transformation et eventuellement 
un site facilitant la purification de l'ARN d'interet Le site de restriction peut etre 
1 0 clivable et peut etre soit sur le plasmide soit sur les amorces. L' oligonucleotide P2 est, 
lui, compl6mentaire de la region 3' de l'ADN d'interet adjacente au stop de la 
transcription. La aussi, 1'oligonucleotide comprend un site de restriction pour le 
clonage de l'ADN amplifie et eventuellement des s6quences permettant une purifica- 
tion plus ou moins poussee de l'ARN d'interet. Ces sequences ne sont pas forcement 
1 5 dans 1'oligonucleotide mais peuvent aussi se trouver sur le plasmide. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, les 
elements regulateurs de la transcription mitochondriale, de la maturation des ARN et 
de leur stabilit6 contenus dans le vecteur de transcription mitochondriale sont 
avantageusement une unit6 de transcription comprenant un promoteur de transcription 
20 et un terminateur convenable. 

On peut citer notamment les sequences signal d'expression de Cox2 et 
de Coxl. Les sequences des autres genes mitochondriaux peuvent egalement etre 
utilisees. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede selon 
25 1'invention, le gene rapporteur de la transformation mitochondriale est avantageuse- 
ment un gene codant pour l'une des proteines de la chatne respiratoire de levure 
[genes de l'apocytochrome b et des spus-unites I, H et m de la cytochrome-oxydase 
(COX)] ou un gene mitochondrial de 1' ATP synthase. 

De maniere prdferee, le vecteur utilis6 est un vecteur d'origine 
30 bact6rienne, par exemple pUCl 8, comprenant un gene rapporteur de la transformation 
mitochondriale ou un fragment de celui-ci (COX2, par exemple). Conformement a 
1'invention, lorsqu'un tel vecteur est mis en oeuvre, seuls deux ARNs sont done 
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produits dans le systeme selon Invention : COX2 et PARK d'interet. H est done oi.se 
de separer ces deux ARNs de par leurs tallies respective*, par exemple par electro- 
phorese, HPLC, RMN, affinite, etc.... Par ailleurs, Putilisation seulement d'une pnrtic 
du gene rapporteur implique qu'il n'est pas transcrit et done rend plus aisee la purifi- 
cation de PARN d'interet qui se retrouve alors le seul et unique ARN dans Ics 
mitochondries. 

Ce vecteur peut etre ameliore de la maniere suivante : en introdui- 
sant (i) des sequences permettant une plus grande production de PARN d'interct par 
exemple par Pajout d'une sequence Ori (origine de replication de PADN mitochon- 
drial) de £ cerevisiae de maniere a accroitre Pefficacite de replication du vecteur clans 
les mitochondries et/ou (ii) des sequences facilitant la purification de PARN et even- 
tuellement permettant de se d6barrasser de sequences de maturation ; pour tester la 
transformation mitochondrial dans le vecteur de transformation mitochondrials le 
gene codant pour un eldment de la chatne respiratoire et notamment le gene COX2 
peut etre remplace par une region de ce meme gene permettant la complementation 
par recombinaison homologue d'un allele mit- de COX2 present dans la souchc 
testrice de la transformation. L'ARN d'interet sera alors le seul et unique ARN prdsent 
dans les mitochondries de la souche rho' synth6tique. 

Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux du pro- 
ced6 selon Pinvention, la transformation selon Petape (1) comprend la fixation dudit 
vecteur de transcription mitochondriale sur des billes m6talliques (tungstene ou or) ct 
la projection desdites billes sur Iesdites cellules, de maniere connue en soi, conformd- 
ment par exemple au procede de biolistique tel que decrit dans Particle de N 
Bonnefoy et ah, {Methods in Enzymohgy, 2001, 350, 97-111). L'appareil utilise est 
par exemple un systeme PDS-1000/He (BioRad). Get instrument utilise une ondc clc 
choc a Phdlium pour Paccfleration de particules microscopiques en direction d'un 
tapis de cellules sur une bone de Petri. Ces particules font une taille de 0,45 urn, cc 
qui represente environ 10% de la taille d'une cellule de levure. Dans un nombrc 
Hmite de cellules, ces microprojectiles traverse* la paroi de la levure et atteignent la 
mitochondrie. Les mitochondries des cellules rho 0 ne contenant pas d'ADN proprc 
PADN introduit par biolistique est le seul ADN present dans ces organites et P.vi 
obticni ainsi des cellules rho' s\=nthetiqu;s. 
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Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procddd scion 
Tinvention, les cellules de levure ddpourvues d'ADN mitochondrial sont avantagcu- 
sement des souches rho° ou des souches rho 0 modifiees ; on peut citer, a titre indicatif 
comme souches rho° modifies, les souches suivantes : les souches rho 0 , derives dc la 

5 souche DBY947 : ATCC 201440 (MCC109rho° [MATa, ade2-101, ura3-52, karl-1 
(rho 0 )]), ATCC 201442 (MCC123rho°[MATa, ade2-101, ura3-52, karl-1 (rho 0 )]) el 
DFSl60rho° (M.E. Sanchirico et al., EMBO J., 1998, 12, 19, 5796-5804. d ; Steele ct 
al., PNAS, 1996, 93, 5253-5257). 

Lesdites souches peuvent en outre avantageusement dtres modifiees 

10 de telle sorte que les genes codant certaines proteines de degradation de l'ARN speci- 
fiques de la mitochondrie sont modifies ou elimines. On connalt a ce jour plusicurs 
proteines mitochondriales, toutes d'origine nucldaire (par exemple Suv3p, unc sous- 
unite d'une exoribonuclease 3'-5') qui interviennent dans le turn-over des ARNs 
mitochondriaux. En utilisant des souches de levure dans lesquelles les genes de ecs 

15 proteines ont ete elimines (ces souches sont disponibles), on pourra accroitre artifi- 
ciellement la stabilitd des ARNs synthdtisds dans la mitochondrie par le precede selon 
Tinvention. 

La majoritd des protdines mitochondriales sont d'origine nucldaire. 
C'est le cas en particulier pour la machinerie proteique ndcessaire a la transcription dc 

20 PADN en ARN. Cette machinerie est done importee vers la mitochondrie et rcstc 
fonctionnelle meme lorsque les cellules sont rho 0 et done ddpourvues d'ADN mito- 
chondrial. Par contre, une partie de la machinerie de traduction de l'ARN en protdine 
est codde par le gdnome mitochondrial. Par consdquent, si le gdnome mitochondrial 
est absent -c'est le cas dans les cellules rho* synthdtiques, 1'ADN dtranger introduit 

25 dans la mitochondrie n'est pas traduit en protdine. Dans ce contexte, l'ADN introduit 
par biolistique est le seul ADN prdsent dans les mitochondries des cellules rho" 
synthdtique obtenues. II sera transcrit en ARN mais cet ARN ne sera pas traduit en 
protdine. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procccle, 
30 1'dtape (1) comprend la co-transformation de la levure avec ledit vecteur de transcrip- 
tion mitochondriale et un vecteur replicauf chez la levure comprenant un marqucur de 



selection nucleaire, par exemple pFL46L (LEU2) (ATCC n° 77210) ou Ycp35l 
(LEU2) (ATCC n° 37672) (figure 4). 

De maniere avantageuse, ledit marqueur nucleaire compldmcntc un 
marqueur d'auxotrophie de la souche transformee. En effet, c'est le gene sauvage 
5 porte par le plasmidc qui vient complementer fonctionnellement le gene mm* porte 
par la souche transformee. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procddd scion 
Pinvention, Petape (2) comprend : 

(a<>) le croisement des levures transformees rho" synttetiqucs, obtc- 
10 nues a Tissue de Petape (1), avec une souche testrice de levure de type rho + mit\ pour 
faciliter 1 'identification desdites cellules transformees, et dans laquelle est prcscnte 
une mutation ponctuelle dans une region correspondant au gene rapporteur dc la 
transformation mitochondriale utilisee a 1'etape (1), par exemple Pun des gincs dc la 
chame respiratoire (par exemple COX2) et dont la sequence sauvage coirespondantc 
15 est portee par le vecteur de transcription mitochondriale utilise pour transformer h, 
mitochondrie de la souche h6te rho 0 a Petape (1), 

(bo) ridentification des transformants mitochondriaux (cellules rho' 
synthetiques) qui donnent, une fois croises, des cellules diploTdes, capables dc croitre • 
sur un milieu non fermentescible : seules les cellules de la souche h6te qui contienncnt 

20 dans leurs mitochondries le vecteur de transcription mitochondriale portant Ic gene 
d'interet et Pallele sauvage de la mutation mif presente dans PADN mitochondrial dc 
la souche testrice donneront, apres recombinaison des ADNs mitochondriaux parcn- 
taux, des cellules diploYdes recombinantes rho + mit + qui seront mises en Mdenee par 
leur capacit6 a croitre sur un milieu non fermentescible, apres replique au velours des 

25 diploides sur un tel milieu. Sur ce milieu, par exemple, dans le cas ou Ic gene 
marqueur est incomplet (sequence partielle), ni les parents du croisement (souche hole 
rho 0 et souche testrice rho + mif), ni les diploides non-recombinants rho + mif issu.s dc 
ce croisement ne seront capables de croitre. Cette etape permet de cerner sur la boitc 
initiale obtenue apres bombardement de la souche hote rho 0 des zones ou sc troi.vcnt 

30 des cellules de cette souche hdte dont les mitochondries ont acquis le vecteur de trans- 
cription mitochondriale portant le gene d'interet et 
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(co) la rtp&ition dudit croisement jusqu'& obtcntion dc colonics ilc 
levures isoldes, identifies comme 6tant des transformants mitochondriaux portcurs du 
vecteur de transformation mitochondriale (cellules rho" synth&iques). 

De manifere plus precise, les transformants nucteaires obtains npr6s 
5 bombardement sont croisds avec une souche qui elle possfcde un ADN mitochondria) 
rho* mais 6galement une mutation mif qui Pempfiche de croltre sur un milieu rcspi- 
ratoire, et qui se trouve couverte par le g&ne marqueur (tout ou en partie) prdsent duns 
la rho' synth&ique. De cette faq:on, aprfes croisement, I'ADN mitochondrial mutt et la 
sequence sauvage correspondante sur la rho' synthdtique vont Stre en prdsencc. La 
10 recombinaison homologue permettra alors de corriger la mutation mif et les diploTdcs 
obtenus retrouveront une croissance respiratoire, d'oii le terme de « marker rescue ». 
En pratique : on considfcre 1000 k 10000 transformants nucl6aires r^partis sur la boitc 
aprfcs bombardement parmi lesquels on veut identifier ceux qui sont aussi des trans- 
formants mitochondriaux. On r6plique done cette boite au velours (pour gardcr la. 
15 mfcme disposition des clones sur la boite de P6tri) sur une boite du mfeme milieu (boite , 
de garde) et sur un tapis de la souche testrice rho* mit\ Aprfcs croisement eclte 
demise est r6pliqu6e sur un milieu respiratoire pour rep6rer les clones qui ont perm is 
le sauvetage par le marqueur ou « marker rescue ». On revient alors k la boitc dc garde 
(non crois6e, rdplique de la boite originelle) et on r6cupfere les clones rho' syrithcliqucs 
20 haploides correspondants car ce sont eux qui sont s61ectionn6s in fine (figure 4). 

En d'autres termes, les deux souches qui sont croisSes a P6tapc (a 0 ) 
ne peuvent pas croitre sur un milieu non fermentescible. II sera done facile de repcrer 
les clones recombinants qui ont recouvr£ la capacit6 de croitre sur ce type de milieu. II 
n'est done pas ndcessaire de s61ectionner les diploYdes sur un milieu specifique (au 
25 niveau des marqueurs d'auxotrophie) avant de r6pliquer les croisements sur un milieu 
non fermentescible. Seules les cellules de la souche h6te qui contiennent dans leurs 
mitochondries le vecteur de transcription mitochondriale pourront donncr, apres 
croisement, des clones pouvant croitre sur un milieu non fermentescible. 

Plusieurs cas sont possibles : diploYdes recombinants mais aussi 
30 diploides non recombinants si le gfcne marqueur est entier dans le vecteur (comple- 
mentation en trans par TARN produit par FADN de la rho~ synth6tique), ct enfin 
cytoductants recombinants ou non (la mutation kar 1-1 d'une des 2 souches retarde la 
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fusion des noyaux et permet d'obtenir aprfcs croisement des haplotdes qui ont qunnil 
m&me subi une fusion des cytoplasmcs et done des mitochondries). 

A l^tape (co), la purification des transformants mitochondriaux est 
effectu£e en pr£levant sur la bolte de garde (non crois£e) la zone dans ktquelle on a 

5 rep£r£ un clone qui donne, aprfcs croisement, une croissance sur un milieu non 
fermentescible et en r£p£tant le croisement apr&s r£6talement des cellules en colonics 
individuelles ; cette 6tape (co) permet done de s£lectionncr, au dcuxiemc on au 
troisifeme tour, une colonic d'un transformant mitochondrial pur. En effct, Ic prohlftmc 
est que parmi 5000 clones sur une seule boite, on ne peut pas §tre sflr d'avoir recupdrc 

10 un clone pur mais seulement une zone m£lang£e h partir de laquelle il est preferable 
de purifier la rho synth£tique. Pour ceci on £tale la zone r£cup6r£e en colonics indivi- 
duelles et on refait le m&me croisement testeur. Aprfes 3 tours environ dc purification 
de cette manifcre, on obtient un clone pur rho synth£tique. 

En variante, T6tape (2) comprend : 

15 (ai) une premiere selection ou preselection des cellules cic levure a 

Paide du marqueur nucteaire, par culture dans un milieu convenable, 

(bi) une deuxifcme selection & partir des cellules de levure selection- 
n£es en (aj), conform6ment aux Stapes (ao), (bo et (c<>), telles que d£finies ci-dessus. 

Par exemple, une fois les cellules rho 0 bombard£es > ellcs sont ineu- 

20 b£es & 28°C, temperature optimale de croissance de la levure. Dans un premier temps, 
les cellules sont incub6es sur un milieu s£lectif d6pourvu de Pacide amin6 ou du 
nucleotide correspondant au marqueur d'auxotrophie d'une souche. Cette mutation 
rend la croissance de la souche d£pendante de Pajout dans le milieu dc culture par 
exemple de Pacide amin£ qui ne peut plus etre synth£tis£. Pour identifier les transfor- 

25 mants mitochondriaux effectifs, les levures capables de crottre sur milieu select if sont 
crois£es avec une souche de signe sexuel ad£quat. Cette souche est mit\ son ADN 
mitochondrial est present, mais le gfene COX2 a 6te d£l£t£. Les diploTdcs sont selec- 
tion's sur un milieu & source de carbone non-fermentescible. Seules les levures dont 
les mitochondries ont 6te transform£es par le plasmide portant COX2 pcuvent former 

30 des diploTdes viables avec la souche mif cox2- sur ce type de milieu (complementa- 
tion par recombinaison ou traduction de TARN «sauvage » de COX2), Ce croisi*mcnt 



12 

est alors rdpdtd jusqu'a obtention de colonies isolees identifies commc ctani tics 
transformants mitochondriaux porteurs de COX2 (figure 4). 

De maniere prdfdrde et conformement a 1'invcniion, apres croise- 
ment avec une souche portant une mutation mit" dans le gene COX2, In complemcntn- 
5 tion de cette mutation peut se faire transitoirement en trans par traduction dc I'ARN 
messager du gene COX2 apporte par la souche rho" synthetique, nprfts fusion dcs 
reseaux mitochondriaux parentaux. Ce croisement constitue un test pour identifier ct 
selectionner les transformants d'interet en vue de la production de I'ARN' d'interet. 

En d'autres termes, apres le bombardement des cellules rho", on 
10 procede tout d'abord et preferentiellement a la selection des transformants nuelcaires. 
lis sont nombreux (5 000 par boite de Pdtri), de sorte que les colonies auxqucls ils 
donnent naissance ne sont pas bien separees les unes des autres. Done dans un premier 
temps, les croisements avec la souche testrice (par une replique au velours) pcrmct- 
tront de cerner sur la boite de tir originale des regions contenant dcs transformants 
15 mitochondriaux (en general une dizaine par botte). Les cellules de cette /.one scront 
diludes et rddtaldes sur un milieu solide, pour cette fois obtenir des colonics bien sepa- 
rees. Ces colonies sont k nouveau test6es par croisement avec. la souche mit" testrice 
de maniere a identifier celles issues de cellules contenant dans leurs mitochondrics 
l'ADN d'int6r6t. Eventuellement, cette etape sera a nouveau rdp6t6e si ndcessairc pour 
20 finalement obtenir le transformant d'interet sous une forme clonale pure. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre du procedd scion I'invcntion, 
1'isolement des mitochondries, conformdment a l'dtape (4) du procede scion 
l'invention, comprend avantageusement, apres lyse ou broyage desdites cellules, un 
isolement des mitochondries selon des mdthodes connues en soi (Gudrin 13. ct al., 
25 Methods EnzymoL, 1979, 55, 149-59) ou en gradient de saccharose. 

De maniere prdfdrde, l'dtape (4) du proeddd selon l'invention 
comprend avantageusement apres lyse ou broyage desdites cellules, P isolement des 
mitochondries par au moins deux dtapes de centrifiigation approprides, a dcs vitcsscs 
de prdfdrence comprises entre 750 g et 12.500 g, et la rdcupdration du dernier culut dc 
30 centrifiigation. 
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Conformement a Pinvention, la purification dc PARN scion I'clapc 
(5) peut etre efiectu6e par des techniques connues en elles-memcs (di Rago Jl>. c! al., 
J. Biol. Chem., 1988, 263, 12564-12570). 

Toutefois, de maniere preferee, la purification dc PARN scion 
Petape (5) comprend avantageusement : 

- la lyse du dernier culot de centrifugation obtcnu a Pelapc (4) 
contenant les mitochondries, en presence d'au moins un detergent, un chclnlcur d'ions 
b.valents et dans une zone de pH entre 7 et 8 ; a titre d'exemplc, on pen. citcr Ic 
tampon suivant : SDS 1 %, EDTA 10 mM et Tris HC1 pH 7,5 ; 

- Pelimination des acides nucleiques contaminants en pnrticulicr dc 
nombreux ARNs fixes en peripheric de la mitochondrie, en presence dc tampons 
convenables, comprenant au moins un chelateur d'ions bivalents ; de Ids tampons 
sont notamment des tampons comprenant de PEDTA et de PEGTA ; 

- P61imination des ARN cytoplasmiques situes en periphdric des 
mitochondries et des reliquats d'ADN nucleaire par incubation des mitochondries 
dans un tampon convenable depourvu de chelateur d'ions bivalents et en presence dc 
RNase et de DNase ; et 

- risolement et la purification des acides nucl6iqucs par extractions 
ph6noliques successives. 

De maniere avantageuse, PARN ainsi purifie est dose, analyse sur 
gel d'agarose et sequenc6. 

Egalement de maniere avantageuse, ledit ARN pent etre utilise tel 
quel ou subir des etapes sup P 16mentaires de purification a facon, afin dc rcpondrc aux 
demandes (coupure des sequences de maturation, modification chimique, hybridation 
en double brin, digestion pour obtenir des fragments de petites taillcs couvrant tout Ic 
gene etc.). 

La pr6sente invention a egalement pour objet Putilisalion dc cellules 
de levures rho" synthetiques, depourvues d'ADN mitochondrial telle* que definies ci- 
dessus, pour la production industrielle d'un ARN d'interet preselect ionne. 

La presente invention a egalement pour objet un systeme utile pour 
la production industrielle d'ARN d'interet preselectionne. caracterise en ee ,,u'il 
comprend : 
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• des cellules de levure transform£es au moins par un vcctcur clc 
transcription mitochondriale (cellules rho" synth&iques) comprcnant TADN coclant 
TARN dMnter&t, des 616ments rSgulateurs de la transcription mitochondriale, dc la 
maturation des AKN et de leur stability et un gfcne rapporteur dc la transformation 
5 mitochondriale ou un fragment dudit gfene rapporteur, 

- au moins un milieu de culture convenable permcttunt dc selection- 
ner lesdites cellules transform6es (transformants mitochondriaux), 

- des cellules de levure testrices, de type rho + rnit\ 

- des fermenteurs et des milieux de culture approprics ct 

10 - des tampons approprtes pour isoler les mitochoiulrics a partir des 

cellules rho" synth&iques et en extraire TARN d*int6r6t. 

Outre les dispositions qui prgefedent, 1'invention coniprcnd encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivrc, qui sc rdferc a 
des exemples de mise en oeuvre du proc6d6 objet de-la pr6sente invention ainsi qu'aux 

15 dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre les r6sultats d'un Northern blot ; 

- la figure 2 illustre PADN mitochondrial de S. cerevisiae ; TADN 
mitochondrial code notamment pour : 3 sous-unit6s de r ATP synthase (6, 8, 9) ; 4 
sous-unit6s de la chaine respiratoire ; 2 ARNr + 1 prot6ine du mitoribosomc ; 24 

20 ARNt ; 

- la figure 3 illustre le principe du sauvetage par 1c marqucur ou 
« marker rescue » ; 

- la figure 4 reprdsente la construction cPune souchc rho' 

synth&ique. 

25 II doit Stre bien entendu, toutefois, que ces exemples sonl clonnds 

uniquement h titre d'illustration de r objet de 1'invention, dont ils nc constituent en 

aucune mani&re une limitation. 

EXEMPLE 1 : Materiel et mSthodes. 

1^ Vecteur de transcription mitochondriale : 
30 pJM2 (pTZ18-U, avec COX2 sauvage ; YIN J. ct ah, Tsinghua 

Science and Technology, 1999, 4, 2 ; Bio-Rad) dans lequel a 6te clone Ic gene RIP1"\ 
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version en code mitochondria) du gSne RIP1 codant pour une sous-unite du complcxc 
HI de la chaine respiratoire flanqu£ des sequences signal depression do COX I . 
2) Vecteur navette : 

Yep352 (2 jx, URA3) (ATCC n° 37673). 
5 3) Transformation de cellules de S. cerevisiae par bomhnrdcmenl de 

microproiectiles (Biolistic PDS-1000/He^ avec les vecteurs tels que decrits cn I ) ct 2) . 

W303-1B (ATCC n° 201238)/A/50 : d6riv£ rho n do W303-II3 
(Mata, ade2, trpl , his3, leu2, ura3). 

4^ M&hode dMdentification des cellules transformdes : 
10 Dans un premier temps, on procfcde & la selection des transrormanls 

nucteaires sur un milieu synth&ique ddpourvu d'uracile. Les transformanls milochon- 
driaux sont identifies parmi les transformants nucteaires URA3 + par leur capacitc a 
produire des diploYdes avec une croissance sur milieu non fcrmcnieseible aprcs 
croisement avec la souche testrice qui ne respire pas TF145 (MATa. ude2) (Spcno 1 1. 
15 et al., J. Biol Chem., 1995, 270, 43, 25363-25369) qui porte une mutation dc deletion 
de COX2 (cox2-17) dans I'ADN mitochondrial. 

5) Conditions de culture des cellules de levures : 

Les transformants mitochondriaux sont cultivds cn fcrmcntcurs 
jusqu'en milieu de phase exponentielle de croissance dans un milieu richc contcnant 
20 du galactose comme source de carbone. 

6) M&hode de purification des mitochondries et dc TARN : 
6. 1) Isolement des mitochondries 

Les transformants mitochondriaux de levure sont cultivcs cn fermcn-* 
teur jusqu'en milieu de phase exponentielle de croissance soit une DO cntrc 3 el 4. lis 
25 sont alors r6colt6s et lys6s ou broy6s et leurs mitochondries sont piirifi6cs par des 
m6thodes classiques. 

Brievement, le protocole mis en oeuvre est le suivant : 
Les mitochondries des transformants mitochondriaux sont Lsolccs el 
puriftees aprfes digestion de leur paroi cellulaire avec de la zymo lyase clans un milieu 
30 (1,35 M sorbitol) protegeant osmotiquement Pintdgritd des cellules deharrasxees de 
leur paroi (appetees spheroplastes). Les spheroplastes sont soumis a un choc tt«nu«- 
tique dans un tampon preservanr Hntcgrire dec mitochondries i I ■ •■ !»u I «: 
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debris cellulaires (noyaux, parois) sont 61imin6s par plusieurs (au minimum 2) ccntri- 
fugations k basse vitesse (750 g) du lysat des sph6roplastes. Le dernier sumageant esi 
centrifug6 k haute vitesse (12 500 g) pour culoter les mitochondries. 

De manifcre plus prdcise, les conditions sont les suivantcs : 
5 J / Ricolte des levures 

Les levures sont centrifuges k basse vitesse (4°C, 10 minutes a 

3800 g). 

II/ 2 Lavages des levures d Veau distillie glacie 
Les culots sont alors repris dans de Teau distiltee fraichc (4°C). 
10 On centrifuge k 4°C, pendant 5 min k 3800 g. On climinc le 

sumageant et on lave une deuxifcme fois k Veau distiltee, puis une nouvcllc ccntrifuga- 
tion est effectu6e dans les mSmes conditions. 

III / Fragilisation de la parol cellulaire 

Le 2-mercapto6thanoI rompt les ponts disulfides entrc les diffcrcntcs 
15 mannoprot6ines de la paroi, facilitant Taction ult6rieure de la zymolyase. A partir dc 
la D.O. 600 nm de la culture, on 6value le poids sec de levure au moyen dc la formulc 
suivante : 

PS (g) - 0,28 DO Volume_culture (L) 

On incube dans un volume de 20 ml de tampon/g dc PS. . 
20 On reprend done le culot dans un tampon de preincubation « SH » 

(2rmercapto6thanol 0,5 M, Tris-Base 0,1 M, pH 9,3) et on incube alors pendant 10 
min k 30°C avec agitation. 

IV /Lavages des levures au tampon de lavage au KCl 

Le but de ces lavages est d'Sliminer toutes traces d' agent redueteur. 
25 On ajoute le tampon KCl (KCl 0,5 M, Tris-Base 10 mM, pH 7,0) au 

tampon de preincubation SH. On centrifuge k 4°C, pendant 5 min a 3800 g. On 
61imine le sumageant. On effectue ainsi 2 lavages successifs au tampon KCl. 

V/ Digestion a la Zymolyase h 30°C de la paroi cellulaire 
La zymolyase d6truit la paroi cellulaire. 
30 La paroi des levures est constitute d'un squelette dc chitinc auqucl 

s ! ajoutent d'autres protdines. 
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Pour digerer la paroi, une possibility est d'utiliscr In /.ymolyasc 
produite par la bacterie Arthrobacter luteus ou un melange enzymatiquc (cytoheli- 
case) : enzyme de sue gastrique de l'escargot {Helix pomatia), donnant alors des 
protoplastes de levure. 

On reprend le culot avec la solution de digestion, a raison tic 1 0 a 15 
mg de zymolyase/10 m! de tampon de digestion (sorbitol 1,35 M, EGTA I mM, acide 
citrique 1 0 mM, phosphate disodique 30 mM, pH 5,8). 

On arrSte la digestion a la zymolyase quand 80 a 90% ilcs cellules 
sent digerees, en compliant avec le tampon de lavage des protoplastes au KCI. 
On centrifuge alors pendant 5 min a 1 2 500 g. 
VI /Lavages des protoplastes 

Le culot est repris rapidement dans le tampon dc lavage des proto- 
plastes (ou spheroplastes = cellules d6barrassees de Ieur paroi) (sorbitol 0,75 M 
mannitol 0,4 M, BSA 0,1 %, Tris-Maleate 10 mM, pH 6,8). On centrifuge pendant 5 
min a 12 500 g. Le sumageant est elimine, puis on effectue un deuxicmc lavage du 
culot. 

VII / Homogdndisation et broyages 

On reprend les culots dans quelques ml du tampon 
d'homogeneisation (mannitol 0,6 M, EGTA 2 mM, BSA 0,2 %, Tris-Maleate 10 mM, 
pH 6,8). On verse la preparation dans un potter. On descend et remontc le potter unc 
dizaine de fois ; on mixe le preparation a vitesse moderee, on recuperc un maximum 
de la preparation puis on redistribue le tout en plusieure tubes. 

VIII / Isolement des mitochondries par centrifugation diffdren- 

tielle 

On centrifuge a basse vitesse (750 g) pendant 8 min, a 4<X:. On 
conserve les sumageants. Le culot pent eventuellement 6tre repris dans le tampon 
d'homogeneisation, centrifuge et le sumageant ajoute au precedent surnageant. 

On centrifuge a plus haute vitesse (12 500 g) pendant 10 min. a 4°C, 
puis on elimine les sumageants. 

Les culots sont repris dans le tampon de rdcuperalion (mannitol 
0,6 M, EGTA 2 mM, Tris-Maleate 1 0 mM, pH 6,S). 
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On centrifuge a basse vitesse (8 min, 750 g a 4°C). puis on centri- 
fuge les sumageants a haute vitesse (10 min, 12 500 g, a 4°C). On climinc Ic surna- 
geant et on refait dventuellement un troisieme cycle de ccntrimgation basse 

vitesse/haute vitesse. 
5 JX/Rdcupiration finale des mitochondria 

Le culot de mitochondries est repris dans un volume minimum de 
tampon de recuperation (Mannitol, EGTA, Tris-Mal6ate pH 6,8, lei c|tic delini ei- 
dessus), puis passe au potter pour 1'homogdndiser. 
X/Rendement 

10 Pour 2 litres de culture, on produit environ 2-4 g de levures. 

Une preparation de mitochondries a la zymolyase pcrmct d'obtcnir I 
a 1,5 ml de mitochondries a une concentration de 30 mg/ml de proicincs niito- 
chondriales soit 30 a 45 mg de prolines. 

. Extraction des ARN 

15 Les mitochondries sont dans un premier temps incubdes en presence 

d'EDTA et d'EGTA pour les debarrasser des polysomes et des ARNs situcs en peri- 
pheric de la mitochondrie. Puis elles sont lavdes en tampon ddpourvii d'UOTA et 
d'EGTA et incubdes dans ce m§me tampon en prdsence de RNase ct de DNase a fin de 
les ddbarrasser des ARN cytoplasmiques situes en pdriphdrie des mitochondries ct dcs.> 
20 reliquats d'ADN nucleaire. L' action des RNase et DNase est interrompuc par ccnlri- 
fugation a 12 500 g. L'extraction des acides nucleiques est alors realisdc commc decrit 
par Di Rago et al., 1990. Le culot mitochondrial est lavd en tampon contcnant dc 
1'EDTA et de l'EGTA et lyse en prdsence de SDS 1 %, EDTA 10 mM ct Tris HCI pi I 
7,5. Les acides nucldiques sont purifies par extractions phdnolyqucs succcssivcs. La 
25 phase aqueuse finale est dventuellement lavde par action de chloroformc::acide 
isoamylique, puis les acides nucldiques sont prdcipitds. A cette dtapc, I'ADN mito- 
chondrial est dventuellement ddgradd par ajout de DNase. L'ARN ainsi purifie est 
dosd, analysd sur gel d' agarose et sdquencd. 

De maniere plus prdcise, le protocole d'extraction d'ARN mito- 

30 chondrial est le suivant : 

Le tampon de rdcupdration (ddfini ci-dessus) a dtc addilionnd dc 
10 mM EDTA ; les differentes centrifiigations sont effectudes a 4°C. 
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Centrifugation 12 500 g 10' 

R6cuperation dans du tampon de recuperation, sans HDTA ni 
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- Centrifugation 12 500 g 10* 

- Reprise dans du tampon de recuperation sans liDTA ni liGTA. 
Ajout de RNase et de DNase et incubation de 15' a 37°C 

- Centrifugation 12 500 g 10' 

- Lavages dans du tampon de recupdration avcc l-DTA cl liGTA, 
suivis de centrifiigations 

- Reprise dans le tampon de Lyse (SDS 2%, EDTA 10 mM, I ris 
HC1 10 mM, pH 7,5) et ajout du meme volume de melange phe- 
nol rchloroforme ralcool isoamylique 49 :49 :2. Vortexer 3*. laisscr rcposcr V a 4°C, 
revortexer2-3\ 

- Centrifugation 5' a 8 000 g et a 4°C. 

- Prelevement de la phase aqueuse et ajout du melange 
phenol/chloroforme, environ 5 fois. 

- Ajout a la derniere phase aqueuse de 0,3 M d'ac6tatc dc sodium pi I 
5,2 et 2,5 volumes d'dthanol 100%. Laisser 15' a -80°C puis centrifugcr 20' A 8 000 g 
a 4°C et laver le culot. 

- Reprendre le culot dans 3 ml de tampon MgCI 2 lOmM, Tris/acctate 
20mM, pH 7,4 contenant 75 ul de complexe vanadyl-ribonucleosidcs (inhibitcur dc 
RNase) 200mM et 2 ul de DNase sans RNase (dans 50% de glycdrol a unc concentra- 
tion de 0,5 mg/ml). 

- Elimination de la DNase avec un volume 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique 49:49:2, puis un volume de ehloro- 
forme/alcool isoamylique 24 :1, puis un volume de diethylether sature cn can. 

- Precipitation des ARN de la phase aqueuse par ajout dc 0,3 M 
d'acetate de sodium et 2,5 volumes d'ethanol 100%. 

- Reprise du culot dans 50 a 100 ul d'eau sterile. 

- Dosage et verification des ARN puis preparation ct purification 
supplementaire si besoin. 
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EXEMPLE 2 : Rtsultats. 

Les ARNs ainsi obtenus sont analyses par la technique Northern bloi 
avec une sonde spdeifique (ADN du gfcne RIP1) radiomarqude au P 32 . 

La figure 1 montre les rdsultats du Northern blot dont Ic protocolc 
5 est ddcrit ci-avant. II apparait que les ARNs mitochondriaux cxtraits cPune souclic 
sauvage de levure rho* mit + (mitochondries normales) r6agissaient normnlcmcnt avee 
une sonde spdeifique du gfene mitochondrial endogfene coxl ct, aussi, ccux des 
mitochondries de la souche rho~ synth6tique ne rdagissaient pas avee eclte sonde. 
L'analyse des ARNs avec une sonde sp6cifique du gfene RIP1 n'a donnd aucun signal 
10 pour le t&noin sauvage. Par contre, un signal de taille attendue a die deteclc avec les 
ARNs mitochondriaux de la souche rho" synthdtique. 

Ainsi que cela ressort de ce qui prdefede, IMnvcntion nc so limitc 
nullement & ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'Stre ddcrits de fa<jon plus explicite ; elle en embrasse au contrail c toutes les 
15 variantes qui peuvent venir k 1* esprit du technicien en la matiferc, sans s'tcartcr du 
cadre, ni de la port6e, de la prdsente invention. 
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REVENDICATIONS 
1°) Procede de production de molecules d'ARN, luquel proeede est 
caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

(1) la transformation de cellules de levure rho° depourvues d ADK 
mitochondrial avec un vecteur de transcription mitochondriale comprcnani nu moins 
une copie de 1'ADN codant l'ARN d'intdret, des elements regulators dc la transcrip- 
tion mitochondriale, de la maturation des ARN et de leur stabilitc ct nn gene rappor- 
teur de la transformation mitochondriale ou un fragment dudit gene rapporteur, pour 
produire des cellules mo* synthetiques ou transformants mitochondriaux, 

(2) 1'identification des transformants mitochondriaux de levure ayant 
incorpore l'ADN d'interet, 

(3) la culture des transformants mitochondriaux de levures selcetion- 

nees a l'etape (2), 

(4) 1'isolement des mitochondries, a partir des transformants mito- 
chondriaux de levure obtenues a l'6tape (3) et 

(5) l'extraction et la purification de l'ARN d'interet obtcnu, n partir 
desdites mitochondries. 

2°) Procede selon la revendication 1, caracterisd cn ce que prcala- 
blement a l'etape (1), ledit ADN codant l'ARN d'intergt est amplific pour fitre clon6 
dans ledit vecteur de transcription mitochondriale. 

3°) Proced6 selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que les 61ements regulateurs de la transcription mitochondriale, de la matu- 
ration des ARN et de leur stabilit6 contenus dans le vecteur de transcription mito- 
chondriale sont avantageusement une unit6 de transcription comprcnant un promotcur 
de transcription et un terminateur convenable. 

4°) Procede selon l'une quelconque des revendications I a 3, carac- 
terise en ce que le gene rapporteur de la transformation mitochondriale est avantageu- 
sement un gene codant pour l'une des prolines de la chaine respiratoirc ou un gene 
mitochondrial de 1'ATP synthase. 

5°) Proced6 selon l'une quelconque des revendications I a 4. carac- 
terise en ce que la transformation selon l'etape (1) comprend la fixation dudit vecteur 
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de transcription mitochondriale sur des billes mdtalliques (tungslinc ou or) et la 
projection desditcs billes sur lesdites cellules. 

6°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendicaiions 1 a 5, carac- 
t6ris6 en ce que les cellules de levure d£pourvues d'ADN mitochondrial sont uvantu- 
5 geusement des souches rho°, 6ventuellement modifies. 

7°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, carao- 
t6ris6 en ce que T6tape (1) comprend la co-transformation de la levure avcc Icdit 
vecteur de transcription mitochondriale et un vecteur r6plicatif chez la levure eomprc- 
nant un marqueur de selection nucteaire. 
10 8°) Proc6d6 selon la revendication 7, caract6ris6 cn cc que Icdit 

marqueur nucteaire est un marqueur d'auxotrophie de la souche transformcc. 

9°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications I a 8 % carac- 
t6ris6 en ce que T6tape (2) comprend : 

(ao) le croisement des transformants mitochondriaux dc levures 
1 5 obtenus & l*6tape (1) avec une souche testrice de levure de type rho + mif 

(bo) V identification des transformants mitochondriaux qui donncnt, 
une fois crois6s, des cellules diploYdes, capables de croitre sur un milieu non fcrmcn- 
tescibleet 

(c 0 ) la r6p6tition dudit croisement jusqu'i obtention dc colonics dc 
20 levures isotees, identifies comme 6tant des transformants mitochondriaux porteurs du 
vecteur de transformation mitochondriale. 

10°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications I a X, 
caract£ris6 en ce que T6tape (2) comprend : 

(ai) une premifere selection ou protection des cellules dc levure a 
25 Taide du marqueur nucl6aire, par culture dans un milieu convenablc, 

(bj) une deuxieme selection a partir des cellules de levure sclcction- 
n6es en (ai), conformfrnent aux 6tapes (a 0 ), (b 0 et (c 0 ), telles que definics a la reven- 
dication 9. 

11°) ProcSde selon Tune quelconque des revendicaiions 1 a 10, 
30 caract&ise en ce que Tisolement des mitochondries, conformdment a Pctapc (4) du 
proc£d6, comprend avantageusement, apres lyse ou broyagc desditcs cellules 
Tisolement des mitochondries par au moins deux Stapes de centrilugation appropriccs, 
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A des vitesses de preference comprises entre 750 g et 12.500 g el la recuperation du 
dernier culot de centrifugation. 

12°) Precede selon Tune quelconque des revendications I a II. 
caractensd en ce que 1'etape (5) comprend avantageusement : 
5 - la lyse du demier culot de centrifugation oblcnu A letape (4) 

contenant les mitochondries, en presence d'au moins un detergent, un chclateur d'ions 
bivalents et dans une zone de pH entre 7 et 8 ; 

- l'elimination des acides nucldiques contaminants en particulier dc 
nombreux ARNs fixes en periphene de la mitochondrie, en presence de tampons 

1 0 convenables, comprenant au moins un chdlateur d'ions bivalents ; 

- l'elimination des ARN cytoplasmiques situes en peripheric des 
mitochondries et des reliquats d'ADN nucldaire par incubation des mitochondries 
dans un tampon convenable depourvu de chelateur d'ions bivalents et en presence dc 
RNase et de DNase ; et 

15 _ I'isolement et la purification des acides nucldiques par extractions 

phenoliques successives. 

13°) Utilisation de cellules de levures rho" synthctiques, pour la 
production industrielle d'un ARN d'intdret prdsdlectionnd. 

14°) Systeme utile pour la production industrielle d'ARN d'intcrct, 
20 caractdrisd en ce qu'il comprend : 

- des cellules de levure rho" synthdtiques, transformees au moins par 
un vecteur de transcription mitochondriale tel que ddfini A la revendication I , 

- au moins un milieu de culture convenable permcttant dc selcetion- 
ner lesdites cellules transformees, 

- des cellules de levure testrices, de type rho + mil', 

- des fermenteurs et des milieux de culture approprics ct 

- des tampons appropries pour isoler les mitochondries a partir des 
cellules rho" synthetiques et en extraire TARN d'interSt. 
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